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(54) Title: RATIONALLY DESIGNED PEPTIDES. PRODUCTION AND USE THEREOF 

(54) Bezeichnung: RATIONAL DESIGNTE PEPTIDE, IHRE HERSTELLUNG UND IHRE VERWENDUNG 



(57) Abstract 

The invention relates to rationally designed peptides and to the production and use thereof for biotechnologicaL medical, diagnostic and 
therapeutic purposes. The method for generating peptides that are suitable for bonding auto-antibodies is characterized by the following: 
identification of a seed peptide with the suitable activity, production of a small number of peptide valiants from the physico-chemical 
area around the seed peptide using a computer-assisted calculation method; synfliesis and testing of the activity of said peptide variants; 
modelling of a quantitative sequence/activity ratio by means of an artificial neuronal network; and the production of peptides by simulated 
evolution m the sequence area using the trained neuronal network. The invention specifically relates to the peptide DRFGDKIAF. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft rational designte Peptide, ihre Herstellung und ihre Verwendimg zu biotechnischen, medizintechnischen, 
diagnostischen und thefapeutischen Zwecken. Das Verfahren zur Generierung von Peptiden, die zur Bindung von Autoanlikarpem 
geeignet sind, ist gelcennzeichnet durch Identifizierung eines Saatpeptids mit der geeigneten Alctivitat; Erzeugung einer klemen Auswahl 
von Peptidvarianten aus dem physikochemischen Raum um das Saatpeptid herum mit Hilfe eines computergestutzten Rechenverfahrens; 
Synthese und Testung der Aktivitat dieser Peptidvarianten; ModelUerung einer quantitativen Sequenz/Aktlvitats-Beziehung mittels eines 
artifiziellen neuronalcn Netzwerks; und Generierung von Peptiden durch simuUerte Evolution im Sequenzraura mittels des trainierten 
neuionalen Netzweiks. Ihsbesondere handelt es sich um das Peptid DRFGDKDIAF. 
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Rational designte Peptide, ibre Hmteltung und ihre Verwendung 



Die Erfindung betri«t rational designte Peptide, ihre HersteUung und ihre Verwendung. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Medizin und die f^iarmazeutische Industrie. 

Die Reindarsteliung von Biocliemikalien, insbesondere von Immunglobulinen, nimmt eine 
zentrale RoUe bei der Bei^tellung von immunologischem Handwerkszeug im Labor ein. 
Hierzu gehoren insbesondere die Aufreinigung von monoklonalen Antikorpem, die 
entweder im Tier oder in der Zellkuitur erzeugt wurden. Die Verwendung solcher 
immunologischer Biochenukalien hat in den letzten Jahrzehnten extrem zugenonunen, und 
mit einer weiteren Vert>reitung dieser inununologischen Wetkzsage in Medizin und 
FoTschung ist zu rechnen. 

Ahnliches gilt fiir die Bindung und Elimination von Antikdrpem, insbesondere 
Autoantikorpem, als therapeutisches Prinzip bei einer Reihe von Krankheiten. Eine 
Elimination von Immunglobulinen aus dem BluQ>lasma und der daiin enthaltenen 
Autoantikdrper aus therapeutischen Zwedcm hat sich bei solchen Krankheitshildm wie 
Lupus erytbematodes (SLE), idiopatfaische Thrombozytcqjenie, Vaskulitiden und dilatative 
Cardiomyopathie (DCM) bewahrt. 

In jiingster Zeit wurden weitere Krankheiten identifiziert, bei denen Autoantikorpem gegen 
defmierte Rezeptoren eine pathogenetische Bedeutung zukommt. Bei verschiedenen 
Krankheiten wurden rezeptoraktive AutoantikcH^er gefimden (Tab.l). Als biologisches 
Signal zum Nachweis der Autoantikorper wurde die Anderung der sfpontanen 
Schlagfrequenz von neonatalen Rattenherzmuskelzellen verwendet. 
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D&: Tabelle 1 sind Krankheiten zu entaehmen, bei denen eine Beteiligung von 
Autoantikdrpem gegen Rezeptorett diskutiert wird. 

Tabelle 1 



KRANKHEIT REZEPTOR *%AK-h 



1. £>ilatative Cardiomyopathie (DCM) 


Al-adrenerg 


>80 


2. Myocarditis (MC) 


fil-adrenerg 


>80 


3 . Chagas-Disease 


61-adrenerg 


100 


4. Herzarrhythmien 


61-adrenerg 


>70 


5. Chagas-Disease 


muskarinerg-2 (M2) 


? 


6. Dilatative Cardiomyopathie 


muskarinerg-2 (M2) 


? 


7. allergisches Asthma 


B2-adrenerg 


>70 


8. aiiergische Rhinitis 


62-adrenerg 


? 


9. Hypertonic 


al-adrenerg 


30-40 


10. Psoriasis vulgaris 


al-adrenerg 


ca. 80 


11. Praeklampsie 


Angiotensinll- AT 1 


>80 


12. maligne Hypertonic 


Angiotensin!!- AT 1 


? 



*%AK+: Anteil vcm Antikorper-positivai Patients mil dw jeweiligen klinischrai 
IHagnose. 

Referenzen: 

zu 1. : Wallukat et al., Biomed.Biochem.Acta 1987, 8193, 634-9; 

zu 2. : Wallukat et al,, Biomed.Biochem.Acta 1987, 8193, 634-9; 

zu 3. : Ferrari et al., J.Exp.Med. 1995, 182: 55-65; 

zu 4. : Wallukat et al., noch unveroffentlicht 

zu 5. : Fenari et al., J.Exp.Med. 1995, 182: 55-65; 

zu 6. : Fu et al., J.ain.Invest, 1993,91: 1964-8; 

zu 7. : Wallukat et al., J, AllCTg.a.Clin.Immunol. 1991,88:581-7; 
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zu 8. : Wallukat et al., J. Allerg.a.Clin.ImmunoL 1991,88:581-7; 
zu 9. : Fu et al.. Lancet 1994, 3440: 1660-3; 

zulO. : Wallukat et al.,CongressAbstr.,J.Molec.Cell.l998 im Druck; 

zaill. : WaUukat et al.,1998, im Etoick; 

zul2. : Fu et al,, 1998, Circulation Abstr. 94:4046 

Ctt>woiil man eine Reihe von Targets der im Blut solcher Patienten vorhandenen 
Autoantikorpem kennt, wird dorzeit noch das gesamte Immunglobfuiin der Patienten aus 
dem Btutplasma und dem Kdrper entferat, mit itanen also auch die Autoantikdrper. 

Nach jiingst ver3ffentlicht^ Studien ist diese Elimination vm Inummglobulinm und damit 
auch von Autoantikdrpera effektiv und leistet einen erheblichen Beitrag zur Regeneration 
der autoimmunologisch betroffenen und geschadigten Organe und Gewebe, zur drastischen 
Redoktion von kiinischen Symptomen, mitunter sogar zur Heilung d^ Patienten. Besonders 
gut dokumentiert ist der therapeutische Nutzen der Elimination vm Bl-adren^g wirkenden 
Autoantikoipem bei der IMlatativen Cardiomyopathie (DCM). 

Das als Imnnmqihmse bezeidmete Vecfabroi entfemt das gesamte Immunglobulin aus 
dem Korper bzw. dem Blutkreislauf. Hingegen konnten fiir die Entstehung der Krankiiett 
oft nur kleine Teilmengen vom Immunglobulin des Korpers, sog. Target-spezifi-schen 
Autoantikdrpem, eine Ursache der Kranldieit zoznschrdben sein. 

Dies ist am besten bei der dilatativen Cardiomyopathie (DCM) untersucht. 
Forsdnrngso-gebmsse der letzten Jahre zeigten, daB insbesondere zwei Epitope auf 
extrazellularen Loops des 61-adrenergen Rezeptors von Herzmuskelzellen an der 
Entstehung der Krankheit beteiligt sind. Wenn der Organismus gegen diese Autoantikorper 
fModuziert, tragen diese offendchtlich kausal zur l&itstehung der Krankheit bei. Somit ist 
ein tfaerapeutischer Erfolg durch eine Immunadsorption auch zu erwarten, wenn spezifisch 
die daran beteiligtm Autoantikdrper mit Bl-adrenerger Wirkung entfemt wiirden. 

Der Nachweis der pathologischen Autoantikorper erfolgt dabei in einem mikroskopischen 
bi<dogischen Test an kultivierten, neonataien, tqxmtan kontrahierenden 
RattadierznraskelzBllai. Deren Schlagfrequenz erhdht sich bei Anwesenheit von 
besttmrnteii fil-Rezeptor-spezifischra Autoantikorpeni. 
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Mit den gegenwartig vorhandenen medizintechmschen Verfahren ist es jedoch noch nicht 
mdglich, spezifisch die an der Pathogenese der Krankheiten beteiliglen Autoantikorper zu 
entfemen. Dies ist der Fall, obwohl man in einigen dieser Falle die Targets der 
Autoantikoiper kennt bzw. beschri^n hat. £s handelt sich in diesen speziellen Fallen um 
Autoantikoqier, die sich gegen Rezqitofen auf der Ob^ache von Zdlen bestimmter 
Organe richten. 

Die Edindung hat das Ziel, neoe zur Bindimg und Entf^vmg von pathogenen 
Autoantikorpem geeignete Peptide bereitzustellen, Ihr liegt die Aufgabe zugrunde, ein 
effectives Verfahren zur Generierung solcher Peptide zu entwickeln. 

Die Erfindung wird gemafi den Anspriichen realisiert, die Unteranspriiche sind 
Vorzugsvarianten. Das edindungsgemaBe V^ahren zur Generierung von Peptiden, die zur 
Bindong von Autoantikotpem geeignet sind, ist 
durch die folgenden Schritte gekennzeichnet: 

- Identifiziening eines SaaQ)eptids mit der gedgneten Aktivitat, 

- Erzeugung einer kleinmi Auswahl von P^itidvarianten aus dem physikochemischCT 
Raum um das Saatp^d henim mit Hilfe eines computergestOtzten Redienverfobrens, 

- Synthese und Testung der Aktivitat dieser Peptidvarianten, 

- Modellierung einer quantitativen Sequenz/Aktivitats-Beziehung mittels eines artifiziellen 
neuronaien Netzwerks und 

- Generierung von Peptiden durch simulierte Evohition im Sequenzraum mittels des 
trainierten neuronaien Netzwerks. 

Der i^ysikochemische Ranm, d^ sich in seiner Gr6fie aus d^ Zahl der Aminosauren des 
Peptids ^gibt, reprasentiert nicht nur die Seqo^izen "um das SaaQ>q)tid hmmi", sondm 
den gesamtien Sequenzraum. 

Die Eriindung wird im folgenden am Beispiel der Dilatativen Caidion^opatfaie (DCM) 
naher erlautert: 

Die Aminosauresequenzen der durch Autoantikorper erkannten Epitope auf den 
entsprechenden Rezeptonra sind bei der DCM im Detail bekannt. Es werden die naturlichen 
Sequenzen der betfe£Saiden Rezeptwareale verwendet, um diese nach Fesodias^opplung 
zur Elimination der Autoantik5rper aus dem Blu^lasma zu veiw^den. 
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Es wurde die naturliche Aminosauresequenz (10 Aminosauren; pos. 107-116: ARRC 
YNDPKQ Oder Teilsequenzen davon vom Loop2 des Bl-adrraiergen Rezeptors als 
Urspnings- oder Saalpeptid ausgewahlt. Dieses Epitop enthalt die autoimmunologisch 
relevante Stniktur. Von ihr ist bekaimt, dafi sie Autoantikorper bindet, und wenn man in 
einem entsprechenden biologischen Testsgrstem dieses Peptid hinzuiiigt, kann man die 
Wirkung der im Testsystem vorhandenen Autoantikoiper aufheben. Dieses Peptid ist auch 
Festphasen-gekc^^lt wirksam, d. h. es erkennt und bindet aus Immtmglobulinfraktionen 
van Patienten die entsprechenden fil-adrenerg wirkenden Autoantikdrp^r. 

Aufgmnd der physikochemischen Eigoiscbaften der Autoantikorper erfiollt das naturliche 
Peptid diese Aufgabe nicht in vdlem Umfang und hat im biologischen Test ein geringe 
Neutralisationskapazitat der Autoantikdrper. 

Das Peptid aus der Loop2-Region des fil-adrenergmi humanai Rezeptcnrs war 
Ausgangspunkt fur die Suchstrategie zur Auffindung eines Peptides mit hoherer 
Antikdrperbindungseffizienz. Uberraschenderweise wurde eine Aminosauresequ^iz 
identifiziert, die in der Natur nicht vorkommt bzw. in den ent^echaMlen Datenbanken 
noch nie beschrieben wurde. 

Ausgehend vom Saatpeptid wurden mit Hilfe eines speziellen computergestiitzten 
Redbenverfahrens Varianten von Pqitklen entwickelt, die bestimmten physikochemischen 
Gesetzma6igkeiten gehorchen und entsprechend unterscMedliche Bindungseig^ischaflra 
gegeniiber Autoantikorpem und Inununglobulinen haben. 

Das Ausmafi der Bindung von Antkorpern an diese vom Computer vorgeschlagenen Peptide 
bzw. Aminosauresequenzen wiedenim bilden die Grundlage fiir die Berechnung von 
weiteien Peptiden, die die Bindong der Autoantikdrper an die Peptide stufenweise 
optimieren. 

Die Daten aus dies^ Experimenten wurden wiedenim nach vQrgegd)enen 
Optimierungskriterien verarbeitet. Im Ergebnis wurde eine Aminosauresequenz berechnet, 
die, im Experimeait gepriift, dm natiirlichen Peptid uberleg«ie Neutralisationseigenscliaften 
gegenuber der biologisch»i, zellphysiologischen Wirkung von fii-adren^gen 

Autoantik5rpem aufweist. 
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&findimgsgenia£ wurde das Peptid DRFGDKDIAF identifizieit, welches keinerlei 
Sequenzahnlichkeit mehr mit dem natiirlicliea Epitop (Loop2 ) hat und in dem emgesetzte»i 
zellbiologischen Test die Wirkimg der Autoantikoiper auf die Pulsationsfrequenz der 
HerzmuskelzeUen effizient neutralisiert. Mit der Hilfe dieses Peptids gelingt die Bindung 
und Elimination der Loop2-spezifischen, fil-adren^ wirkenden AntoantikoipOT. 

Die Erfmdung soil nachfolg^d durch ein Ausfuhmngsbei^iel naher erlautert werden. 

Beispiei 

Schritt 1: 

Bizeugiing von fokussieiendefi synthetischett P^tidbibliotiwkoi: 

Ausgehend von einem Saatpeptid (im Fall des DCM-Projdrtes die Sequenz 
ARRCYNDPKC) wird eine bestinimte Anzahl von Sequenzvarianten (DCM-Projekt: 90 
Varianten) mittels eines festgelegten Algorithmus erzeugt: Jeder Aminosaurerest wird mit 
geeigneten physikochemischen Parametem beschrieben. Im Fall des DCM Saalpeptids 
waren dies die Eigenschaften 'V<dumen' (1) und *Hydipphobizitat' (Ubophobie) (2). Dies 
fuhrt zo einer mehrdimensionalen numerischen Beschreibung von Peptiden, also zur 
Definition eines bestimmten chemischen Raumes. Die zu erzeugenden Varianten des 
Saalpeptids werden nun bevorsugt aus der engeren Umgebung des Saalpeptids im 
chemischen Raum enmommen, aber umfassen auch einige weit vom Saatpeptid entfemte 
Peptide. Die Sequenzen wurden so ausgewahlt, dafi deren Abstande zum Saatpq>tid im 
chemischen Raum einer Gaufiverteilung (od^ emer andmn lokalisierten Verteihmg) 
angenahert wird. Der rationale Ansatz dabei ist, daB Peptide mit einer ahnlichen oder sogar 
hdhmn Aktivitat (Wiikung, Eigenschaft) in der unmmittelaren Nahe um das Saatpeptid im 
chemischen Raum erwarten werden konnen (3). Zudem ist &ne Gaufivertdlung vrni 
Peptiden sehr wichtig fiir den nachsten rechnergestutzteai Schritt des Designs, der 
Bntwicklung von Sequaiz-Wurkungsbezidmngen. 

Schritt 2: 

Synthese uad Test der neaen Peptidvaiianten: 

Die in Schritt 1 erzeugten neuen P^de yf&dexi mit einem geeigneten Testverfahren auf 
ihre Aktivitat (Wirkung, gewiinscfate Eigaiscbat%) unt^sucht. Im Fall des DCM-Projekts 
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war dies ein ELISA System, welches die Bindung von Peptiden an humane Antikorpet 
gegen den fil-adrenergen Rezeptor messai konnte. Abbildung 1 zeigt das Ergeinds: Mit 
steigendem Abstand (Euklidisches Distanzmafi) vom Saatpeptid sinkt die mittlere Aktivitat 
der Peptidvaiianten. Zwei Besonderheitai sind zu finden, einmai liegt die mittlere Aktivitat 
der dem SaaQ>^d eag benachbartoi Peptide uber derjenigen des Saalpeptids, zum anderen 
gibt es weit entfemt vom Saa^)eptid wiederum signifikante Aktivitaten. Diese Beobachtung 
bestatigt den wissensbasi^en Ansatz und das Verfahren fur die systematische Brzeiigung 
von Peptidbibiiotheken: Mdirete nicht-natfirliche P^de mit einer im Vergleich zum 
Saa4)q)tid orhdhten Fahi^ceit, Antik5rper zu binden, wurden gefund^. 

SduittS: 

fintwickiung von Sequenz-Wirkong^yeziehungea: 

Um eine weitere systematische Suche im Raum aller moglichen Sequenzen nach Peptiden 
mit einer gewiinschten AntikSrpeibindungseigenschaft zu ermdglichen, werden Sequenz- 
Wirkungsbeziehungen modelliert. Hierfiir werden insbesondere kiinstliche neuronale Netze 
eingesetzt. Die in Schritt 1 erzeugten und in Schritt 2 getesteten Peptide zusammen mit dem 
Saatpeptid wefdCT dazu mit geeign^en plr/sikochemischen Pacametim numerisdi 
beschrieben (siehe Schritt 1). Mit Hilfe des neuronalen Netzes wird ein mathematischer 
Zusammenhang zwischen der Eigenschaftsbeschreibung der Peptide und deren gemessenen 
Aktivitat h^^estdit. Dies ist em Optimimmgiqprozefi, der eingehend in der Literatur 
beschrieben ist (4,5). Die Beriicksichtigung sowohl von Peptiden mit hoher Aktivitat als 
auch inaktiver Peptide in diesen Prozefi ist notwendig fur eine sinnvolle Modellierung. Die 
defhiierte Auswahl von Pepdden in Schritt 1 erfullt diese Voraussetzung. Im DCM-Prqjekt 
lag der Fehler der modellierten Sequenz-Wirkungsbeziehung fiir die Trainingdaten bei nur 
15%, in der Kreuzvalidierung bei 17%. Diese Werte entsprechen den MeBfehlem in Schritt 
2, AOS diesem Ergebnis kann gefolgert werden, daB das neuronale Netz einea sinnvolien 
mathematischen Zusammenahng zwischen einer AminosSuresequeoz und deren 
Eigenschaft, Antikraper zu binden, hergestellt hat. 

Schritt 4: 

RedmergestDtzte Suche nach menesa Peptides oiit gewunschten Eigoischaft^: 

Das in Schrilt 3 optimierte n^iranale Netz wird als Giitefunktion zur rechnergestutzten 
systematischen Suche im Sequenzraum (M^ige aller moglichen Peptide ein^ vorgegebenoi 
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Lange) verwendet. Ein evolutionarer Algorithmus wird als Suchstrategie venvendet (diese 
Metiiode ist in der Uteratiir beschrieben (6)). Das Prmzq> ist folgendes: In einem iterativen 
ProzeB weiden vom Rechnerprogramm neue Varianten eines Eltempq>tids erzeugt, 
anschliefiend mit Hilfe des neurcHiales Netzes (siehe Schritt 3) alle Variaaten hinsichtlich 
ihia: Fahig^eit, Antikdiper zu binden, bewertet, und die beste(n) Peptidvariante(n) werden 
als Eltempeptide fur den nachsten Zykius ausgewahlt. Im DCM-Projekt erhielten wir die 
Sequenz DRFGDKDIAF als Ausgabe des Rechnerprogramms. Fur dieses Pepdd berechnete 
das nauonale Netz die hdchste Akttvitat. Die Sequoiz weist in nur zwei Positionen 
{Arginin-2, Asparaginsaure-7) eine Identitat mit dem urspriinglichen SaaQ>eptid (siehe 
Schritt 1) auf. 73% aller potentiell stark an Antikorper bindende Peptide haben den Asp-7 
Rest gemaB der V<xhmage des neurcmalen Netzes, 17% habai ein Asparagin in Position 7. 
Das System kann auch dazu verwendet werden, Peptide zu erzeugen, die eine bestimmte 
Eigenschaft nicht aufweisen, also keine Antikorper binden. Die Sequenz FVRRTYYPER 
wuide als eine soiche vom Rechnorsystem vorgeschlagen. 

Schritt S: 

Uberprfifiing der Aktivitat der entwoifenen (designten) Peptide in geeignetra 
Testsysteiiien, insbesondere Bioassays: 

Die in Schritt 4 vom Rechner entworfenen Peptide werden bezugiich ihrer tatsachlichen 
biochemisdhtti/biotogisdi^ Wirkimg expenmexAcU untersucht. Im Bei^piel des DCM- 
Projektes bestand dieser Test in der Messung der Schlagrate von embryonalen Ratten- 
Myozyten mit und ohne Pq>tidzugabe in das Medium. Im Medium befanden sich die 
normale Schlagrate eibdhende humane Antikorpo" geg^ den Bl-adrenergen Rezqutor. Das 
genaue Testverfehren fiir das DCM-Projekt ist in der Literatur beschrieben (7). Das 
Ergebnis entsprach den Erwartungen und den Voriiersagen des Rechnerprogramms: Das 
Peptid DRFGDKDIAF war aktiv, d.h. die durdi die pathogeien Antik5rper erhofate 
Schlagrate der Herzmuskelzellen wurde auf die normale Frequenz gedriickt, und das als 
nicht aktiv oitworfene P^d FVRRTYYPER zeigte keine meBbare Wirkung (Abbildung 
2). Das Pqitid DRFGDKDIAF wies deutlichere Efifekte auf als das natiirliche Antigen des 
fil-adrenergen Rezeptors bei alien verwendeten Peptidkonzentrationen (10 fig/mi, 1 Mg/ml, 
0,1 MS^ml). Bei der Konzentration von 0,1 /ig/ml hatte das natiirliche Antigen nur noch 
sefar schwache Wiikung (nur 10% der normals Aktivitat d^ Myokardzellen wurde 
beobachtet), wahrend das erfindungsgemafi designte Pqitid in der Lage war, 50% der 
Nornialaktivitiit der Myc^dzellen wiederherzusteli^. 
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Patentansprache 

1. Verfahren zur GenOTening von Peptiden, die zur Bindung von Autoantikoipeni geeignet 
sold, 

gekgnnzeichnet duTch folgende Scbritte 

- Idendfiziening eines Saatpeptids mit der geeigneten Aktivitat, 

- l^zeugung einer kleinen Auswahl von Peptidvarianten aus dem physikochemischen Raum 
um das SaaQ)eptid herum mit Hilfe eines conqwtogestutzten Rechenverfahrens, 

- Synthase und Testung der Akdvit&t dieser Peptidvaiiant^, 

- Modellienmg einer quantitativen Sequenz/Aktivitats-Bezleliung mittels eines artifLzieUen 
neuronalen Netzwerts und 

-Generierong von Peptiden durch simulierte Evolution im Sequenzraum mittels des 
trainierten neinxMialen Netzweiks. 

2. Verfehren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi die Identiflzierung des 
Saatpeptictes dutch Bestinmiung von Teilsequenz^ der nativen Gesamtsequenz erfolgt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Erzeugung der kleinen 
Auswahl von Peptidvarianten nach Beschreibung von physikochemischen Parametem jeder 
Aminosaure einzehi und in ihrer Wechsdwirkung zu den benachbart»i Aminosauren mitteis 
eines Algorithmus erfolgt. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 zur G^ieriening von Peptiden zur Bindung v<mi 
krankheitsspezifischett Autoantikorpem. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 zur Generierung von Peptiden mit Antikdrper- 
neutraMerender Wiikung in Rezqytor-spezifischen zellbiologischen Tests. 

6. Varfahren zur Generierung von Pqvtiden, die zur Bindung von Rl-stdreaerg wiik^id«i 
Autoantikdrpem geeignet sind, 

dadurch gekennzeichnet, daB 

- die naturliche Aminosauresequw ARRCYNDPKC vom Loop 2 des 6-adrenecgen 
Rezeptors Oder Teilsequraizen von ihr als Saalp^tid eingesetzt wird. 
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- die Eigenschaften 'Volumen' iind 'Hydrophobizitat' jedes Aminosaurerestes zur De^tion 

des chennschen Raums urn das Saatpeptid henun verwendet werden, 

- eine Auswahl von 50-120 Pq)tidvananten aus diesem Raum analog zu etner 
GauBverteilung erfolgt, 

- diese Sequenz^ synthetisi^ und bezaglich ibrer B-adrenergen Aktivitat getestet werden, 

- die Modelliemng einer quantitativen Sequenz/Aktivitatsb^ebiing mittels eines an sich 
bekannten neuionalen Netzwerks erfolgt, 

- mittels einer Suchstrategie mit dem Kriterium AntilUiq)er-Bindi]ngsi3aiigfkieit weitere 
Sequenzen berechnet, 

- ihre fi-adrenerge Aktivitat bestimmt und die aktivste Sequenz DRFGDKDIAF ennittelt 
wild. 

7. Vraw^dung der nach Anspruch 1-6 geneiierten Peptide zu 
biotechnischen, medizintechnischen, diagnostischen und tberapeutischen Zwedcen. 

8. Verwendong der gemafi Anspruch 1 bis 6 goierierten Peptide zu biotechmschen, 
medizintechnischen und therap^itischen Zwecken zur Bindung und l^iminatiiMi von 
Autoantikorpem bd Kianldieiten, die ndt lezeptor-, gewebs- oder oi^anspezifischen 
Autoantik^peni assoziiert sind. 

9. Verwendung der gemSB Anspruch 1 bis 6 generierten P^ytide zu biotechmschen, 
medizintechnischen und dier^eutischen Zwecken, zur Bindung und Elimination von 
Autoantikdipem bei diiatativer Cardiomyopathies Myocarditis, Chagas Disease und 
Hefzardayttamien 

10. Verwendung der gemafi Anspruch 1 bis 5 generierten Peptide zu biotechmschen, 
mecMzintechnisdien und thaiqi^sdien Zwecken, zur Bindung und Elinunation von 
Autoantikorpem bei allergischem Asthma, allergischer Rliinitis, Hypatonie, Psoriasis 
vulgaris Praeklampsie und andeten Autoimmunerkrankungen, an denen Autoantikdiper 
g^ra relevante biologische Targets, wie z.B. Rezqrtoren, beteiligt sind. 

11. Verwendung von designten Peptiden gemafi Anspruch 7 bis 10 nach Matrixkopplung. 

12. Verwendung von designten Peptiden gmSfi Anqnnu:h 7 bis 11 nach Derivatisiemng 
und Ligandierung. 
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13. Vorwendimg von desigaten Pqytidai gemaB Anspnich 7 bis 12 nach homologer oder 
lieferologer Zyklisienmg. 

14. Verwendung v<m designten Pqitiden gemSfi Atuqnnch 7 bis 13 unter Nutzimg von D- 
Oder Lr sowie D- und L-Aminosauren. 

15. Verwendung \aa designten Pepdden gemaB Anqnnch 7 bis 14 in Verbindung bzw. 
Gemischen mit Peptiden aus naturlich vorkommendai Aminosauresequenzen. 

16. Peptid DRFGDKDIAF. 

17. Verwendimg des Pef^ds nach Anspnich 15 und 16 zur Bindung und Elimination von 
61-adrenerg wirkenden Antoantikdrpem. 

18. Verwendung des Peptids nach An^nuch 16 in Kombination mit weiteren natiiriichen 
Oder designtra Peptiden nach Anspnich 15. 
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Euklidisches DistanzmaG vom Saatpeptid 



wo 99/62933 



2/2 



PCT/DE99/01575 



pattern vector x 




f(x) 



Input Layer 



Hidden Layer 



Output Layer 



Mb. 2 



